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RESUME - La confrontation du mycelium de Piselithus tinctorius (souche H 445) 
avec Je système racinaire de Pinus sylvestris se caractérise par la mise en place de 
übrilles polysaccharidiques unissant les surfaces fongique et racinaire. La formation 
de ces fibrilles est Ja conséquence de la reconnaissance des deux partenaires et elle 
correspond à Ja phase d'accrochage du champignon sur la plante-hote qui conduit à 
la formation de mycorhizes. La localisation, par immunocytochimie, des 
phosphatases acides fongiques montre une bonne spécilicité: des phosphatases 
pariètales, plasmalemmiques, vacuolaires ct cytoplasmiques sont mises en évidence 
uniquement au niveau du champignon. Des phosphatases extracellulaires, sécrètées 
dans le milieu, sont détectées autour des hyphes: elles sont toutefois absentes dans 
l'espace qui sépare les hyphes de la surface racinaire. 


ABSTRACT - The interface of Pisolithus tinctorius mycelium (strain H 445) with 
the Pinus syivestris root system is characterized by the development of pulysacchar- 
ide fibrilla which join together fungal and root surfaces. The development of such fi- 
brilla is the result of partners’mutual recognition and corresponds to the fungus- 
clinging phase 1o the hast plant, leading ta mycorchizac formation. The fungal acid 
phosphatase localization by immunocytochemistry demonstrates a proper specificity: 
parietal, plasmalemma, vacuolar and cytoplasmic phosphatases were evident only at 
the fungus level. Extracellular phosphatases secreted in the medium were detected 
around hyphae; however, they were absent in the space separating hyphae from the 
root surface. 


MOTS CLES : Phosphatases acides, Immunolocalisation, Pisolithus tinctorius. Re- 
connaissance des partenaires. 


INTRODUCTION 


L'effet bénéfique de la symbiose mycorhizienne sur la croissance de la 
plante-hôte résulte en grande partie de l'amélioration de sa nutrition 
phosphatée (Hatch, 1937). Différentes hypothèses sont avancées pour expli- 
quer cette amélioration (cf. Mousain, 1989). L'une d'elles envisage une sti- 
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mulation de l'activité fongique impliquée dans l'utilisation des formes orga- 
niques et inorganiques du phosphate rhizosphérique. par augmentation des 
activités + phosphatasiques des symbiotes (Woolhouse, 1969). Les 
phosphatases acides interviendraient notamment dans les transferts entre le 
champignon et la piante-hôte au cours du fonetionnement biototrophique de 
la mycorhize (tei, 1988). 


L'existence de fortes activités phosphatasiques acides est signalée par 
divers auteurs tant au niveau du champignon isolé, que dans les 
ectomycorhizes (Barlett & Lewis, 1973: Bieleski, 1973: Ho & Zak, 1979: 
Calleja et al, 1980: Antihus et al. 1981). Chez les champignons 
ectomycorhiziens, différents types d'activités phosphatasiques acides ont été 
décrits: activités pariétales, cytomembranaires, solubles et excrétées {Calleja 
et al, 1980: Mousain & Salsac, 1982; Mousain, 1989). Leur localisation 
ultrastructurale a toutefois été peu recherchée: quelques études 
cytoenzymologiques ont ċté réalisées chez les mycorhizes (Dexheimer et al.. 
1986; Lei & Dexheimer, 1988: Lei. 1988) et sur des champignons 
mycorhiziens isolés (Lacaze, 1983, Lei, 1988). Elles permettent de révéler les 
sites d'action des phosphatases par mise en évidence de leurs activites. Tou- 
tefois, les formes inactives de ces enzymes ne peuvent être ainsi détectées. II 
faut alors avoir recours à des techniques immunocytochimiques permettant 
la localisation précise des enzymes et non de leur activité. même si celle-ci 
est localement inhibee. 


MATERIEL ET METHODES 


1 - Matériel 


Après désinfection par une solution d‘hyplochlorite de calcium à 29 %, 
les graines de Pinus sylvestris sont mises à germer dans des boites de petri 
sur milieu de Melin-Norkrans modifié par Marx (1969). Les jeunes plants 
ages de 2 à 3 semaines sont repiqués dans de prandes boites de pétri renfer- 
mant le milieu de Shemanakova modifié par Chilvers et al. (1986). Des l'ap- 
parition des racines secondaires, ils sont inoculès par des implants gélasés de 
Pisolithus tinctorius {souche H 445, isolée en Australie sous Eucalyptus et 
cultivee sur milieu de Pachlewski). 


2 - Techniques de fixation et d’inclusion 


Après quelques jours, les jeunes racines en contact avec les implants 
sont fixées pendant 16 heures à 4°C par le glutaraldéhyde à 2,5 % dans le 
tampon PIPES 0,1 M à pH 7, en présence de chlorure de calcium à 200 
mM. Les echantillons sont ensuite lavés dans le tampon puis sont incubes à 
4°C pendant | heure dans une solution de chlorure d‘ammonium à 50 mM 
dans le tampon PIPES (Bienz et al., 1986). Aprés lavages par le tampon, ils 
sont déshydratés par l'éthanol à température basse {- 15°C). L’imprégnation 
et l'inclusion sont réalisées par la résine LR white (Newman et al., 1985; 
Newman, 1987}. La polymérisation se fait à - 15°C sous rayonnement UV 
direct. 
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3 - Techniques de contrôle de la compatibilité des symbiontes 


La compatibilité de mycorhization entre deux partenaires se manifeste 
précocement par la production de fibrilles polysaccharidiques dans l'espace 
qui les sépare (Lei. 1988), La possibilité de symbiose peut donc être 
contrôlee sur des coupes fines en les contrastant par le test PATAg révélant 
la prèsence, entre les symbiontes, d'un matériel d'accrochage de nature 
polysaccharidique (Thiéry, 1967). 


4- Techniques d‘immunocytolocalisation 


Les techniques de marquage ulilisées sont de type indirect: elles corres- 
pondent a la détection et å la localisation d'un antigène {phosphatase acide 
de Pisulithus tinctorius) à l'aide de son anticorps purifié, ce dernier est lui- 
même détecté après réaction avec un second anticorps marque à l'or. 


Des anticorps polyclonaux sont préparés contre la phosphatase acide 
majoritaire de la fraction soluble de Pisolithus tinctorius, à partir d’isolats de 
thalles cultivés sur milieu carencé en orthophosphate (Bousquet, 1987; 
Bousquet et al., 1987). Le sérum obtenu un mois après la première injection 
présente une forte concentration d'anticorps. L'étude comparative de la 
réactivité des milieux de culture de différents champignons ectomycorhiziens 
par le test ELISA, montre que le sérum présente une haute spécificité pour 
Pisolithus tinctorius (Bousquet et al., 1987). 


Inmunolocalisation sur coupes semi-minces 


Des coupes de O,Sum d'épaisseur sont recueillies sur des lames de verre 
gelatinees. Afin de bloquer les sites antigéniques non spécifiques. elles sont 
traitées pendant 30 mn par du NGA (normal goat serum) inactivé par la 
chaleur et en solution à 5 % dans le tampon TBS-T-BSA. Ce tampon est 
préparè à partir d'une solution de BSA {bovine serum aibumine) à | % dans 
le tampon TBS-T (tris buffer saline-tween). 


Les coupes sont ensuite incubées dans un immunosérum “primaire” 
contenant l'anticorps antiphosphatase, tamponne par le tampon TBS-T-BSA 
el utilisé à des concentrations de 1:100 et 1/1000, à Ja température de 4°C, 
pendant une nuit, Des témoins sont réalisés en incubant les sections dans du 
sérum ne renfermant pas l'anticorps. 


Apres rinçage par le lampon TBS-T-BSA froid, les coupes sont soumi- 
ses a un deuxième immunosérum dit “secondaire” couplé à des particules 
d'or colloidal et dilué à la concentration 1/10 dans sa solution de 
TBS- BSA; Vincubation se fait alors à la température du laboratoire et 
pendant | heure, Les coupes sont à nouveau rincées par le tampon TBS puis 
par de l'eau ultra-pure. 

Comme les particules d'or ne sont pas visibles en microscopie 
photonique, le marquage est amplifié par la formation de précipités d'argent 
sur les particules d'or (Janssen Chimica}. Après 8 mn de traitement, les cou- 
pes sant rincées à l'eau permutée, puis colorées par la fuschine basique à 3 


uy 
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Immunolocalisation sur coupes fines 


Les coupes sont recueillies sur des grilles en or recouvertes d'un film de 
collodion carboné. Le blocage des sites antigéniques non spécifiques se fait 
comme pour les coupes semi-minces. L'incubation dans l'anticorps primaire 
tamponné par la solution de TBS-T-BSA est réalisée à des concentration de 
1:1000 et 1:10000, å la temperature de 4°C et pendant une nuit. Le 1émain 
cst réalisé en incubant les sections dans du sérum ne contenant pas les anti- 
corps antiphasphatases. 


Apres rinçage par le tampon TBS-F-BSA froid. les coupes sant soumi- 
ses à l'anticorps secondaire dilué à la concentration 1:10 dans la solution de 
TBS-T-BSA; lincubatian se fait alors à la temperature du laboratoire et 
pendant | heure. Après rinçage par du tampon TBS et l'eau ultra-pure, les 
coupes sont contrastées a l'acelate d’uranyle à 2 % pendant 10 minutes, 


RESULTATS 


Sept jours après l'inoculation, les racines courtes, simples vu 
dichotamiques du Pin sont enrobées d'un manchon mycelien assez 
developpe. Afin d’abserver les premiers contacts entre les deux partenaires, 
des mycorhizes plus jeunes sont prélevées (aprés 4-5 jours d'inoculation). Le 
manteau fongique est alors en cours d'installation et le réseau de Hartig est 
ahsent (Fig. 1). 


Un test PATAg effectué sur une coupe fine. montre un fort marquage 
des parois fongiques (Fig. 2). Les hyphes éloignées de la racine, qu'elles 
soient isolées (Fig. 2A) ou groupées (Fig. 2B). ne montrent pas de fibrilles 
polysaccharidiques dans leur voisinage: seul un mucilage peu sensible au test 
PATAg les recouvre (Fig. 2B). Par contre, a proximute de la racine une 
quantité importante de fibrilles réactives sont prèsentes entre les hyphes 
(Fig. 2C) assurant ainsi leur accrochage entre elles. De nombreuses fibrilles 
polysaccharidiques relient également les hyphes les plus proches de la racine 
à la surface racinaire (Fig. 2D). 


Après traitement immunocytochimique des coupes semi-minces, tes 
particules d'argent qui visualisent les phosphatases acides de Pisolithus 
tinctorius, marquent les hyphes, mais pas la racine (Fig. 1A). Sur le témoin 
traité par du sérum ne renfermant pas d'anticorps, le champignon et la raci- 
ne ne sont pas marques (Fig. 1B). 


Apres traitement immunocytochimique des coupes fines, les particules 
d'or qui visualisent les phosphatases acides, sont localisées au niveau des 
hyphes éloignées (Fig. 3A) et proches de la racine (Fig. 3B). Le marquage 
est présent dans les parois, le long du plasmalemme et dans le cytoplasme 
nolamment à l'intérieur des zones vacuolaires. La fixation et l'inclusion 
utilisées ne permettent toutefois pas une identification très prècise des 
organites et, à l'exception des vacuoles, le cytaplasme est dense; des surchar- 
ges pondérales peuvent parfois apparaître et correspondre à des 
ultrastructures riches en phosphatases {formations plasmalemmiques, 
lysosomes, par exemple). Des particules d’or sont également détectées à 
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Fig. 1 - Coupe longitudinale semi-fine de racines Je Pinus sylvestris en présence 
d'hyphes de Pisolithus tinctorius, A- Immunolocalisalion des phosphatases aci- 
des longiques. La racine n'est pas marquee, B- Préparation temoin. Les hyphes 
et la racine ne sont pas marquées. 


Fig. I - Semi-fine longitudinal section of Pinus sylvestris root colonised by Pisolithus 
tinclorius. A- Immunolocalization of fungal acid phosphatases. The root is 
not reactive, B- Control showing absence of reaction on the fungal cell. 


l'extérieur des hyphes, dans leur voisinage immédiat, au niveau des zones 
granuleuses ou non (Fig. 3B). Elles visualisent les phosphatases excrétées 
vers l'extérieur de la mycorhize. Dans l'espace plus ou moins important qui 
sépare les hyphes de la surface racinaire, les particules d’or sont ahsentes 
(Fig. 3B). La racine ne présente également aucun marquage. Sur les sections 
témoins incubées dans le sérum dépourvu d'anticorps, il n'y a pas de mar- 
quage (Fig. 3C). 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS 


Les modalités d'approche du champignon vers la plante-hôte, qui se 
traduisent au niveau ultrastructural par la production de fibrilles 
polysaccharidiques entre les deux symbiontes, présentent des similitudes avec 
les observations effectuées par Lei (1988) de la même souche fongique en 
présence d'Eucalyprus urophyila. Toutefois, d’autres souches de la même 
espèce {H 270, par exemple) ne produisent pas avec l'Eucalyptus la même 
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Fig. 2 - Coupes fines de l'association marquées par le test PATAg. A- Hyphe isolée, 
éloignée de la racine. B- Hyphes groupées, éloignées de la racine. C- Hyphes 
proches de la surface racinaire (SR) ct fibrilles polysaccharidiques (Méches). D- 
Détail des fibrilles reliant les hyphes (H) à la surface racinaire (SR). 

Fig. 2 - Fine sections of the association stained by PATAg test. A- Isolated hypha, 
B- Grouped hyphae far from the root. C- Hyphae close to the root surface 
(SR) and polysaccharid fibrils (arrows). D- Detail of the fibrils which Span 
between hyphae (H) and the root surface (SR). 
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Fig. 3 - Immunolocalisation sur coupes fines des phosphatases acides fongiques. A- 
Hyphe éloignéc de la racine. B- Hyphes proches de la surface racinaire (SR). 
C- Traitement témoin. 


Fig. 3 - Immunolocalization of fungal acid phosphatases on fine sections, A- Single 
hyphae not connected to root. B- Hyphae close to the root surface (SR). C- 
Control, 
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réponse: les fibrilles sont absentes entre les deux partenaires et les hyphes ne 
forment pas de manteau bien organisé (Lei, 1988). La production de fibrilles 
polysaccharidiques semble donc être en corrélation ‘avec leur possibilité de 
mycorhization. Elles matérialisent la reconnaissance entre les symbiontes et 
leur assurent un moyen d'accrachage. Si de nombreux auteurs ont signalé 
que les fibrilles de la surface cellulaire jouent un rôle important dans la re- 
connaissance des partenaires des associations symbiotiques (Callow. 1984; 
Day, 1984; Gianinazzi-Pearson et al., 1986; Lei, 1988; Ba, 1990), les proces- 
sus qui précèdent cet accrochage restent à préciser. 


La localisation, par la technique d'immunomarquage des phosphatases 
acides uniquement au niveau du champignon, montre que le sérum 
polyclonal anti-phosphatases acides de Pisulithus tinctorius présente une bon- 
ne spécificité. La paroi, le plasmalemme et {es vacuoles fongiques en sont es- 
sentiellement pourvus: localement. le cyloplasme en renferme également. 
L’immunolocalisation de phosphatases acides pariélales a également été 
réalisée chez un champignon endomycorhizien, Erica hispidula 1. (Straker et 
al., 1989); le sérum polyclonal utilisé est préparé à partir d'une phosphatase 
acide trouvée dans des fractions de parois partiellement purifiées, associées à 
des fractions extracellulaires de ce champignon et, de ce fait, le marquage 
cytoplasmique est pratiquement absent. 


La présence de phosphatases acides dans des hyphes isolées (Lacaze, 
1983: Lei, 1988) et dans des ectomycurhizes (Dexheimer et al., 1986: Lei & 
Dexheimer, 1988; Lei, 1988) a déja été montrée grace à l'utilisation de tech- 
niques cytoenzymologiques détectant les activités de ces enzymes. Celles-ci 
ont eté lacalisées le long du plasmalemme et à la surface des hyphes et des 
mycorhizes, elles peuvent être assimilées respectivement aux phosphatases 
cytomembranaires et aux phosphatases excrétées. localisées par 
immunocytechimie, 


Les techniques cytoenzymologiques ne permettent cependant pas de 
révéler la présence d'activité au niveau des parois fongiques tant chez les 
Basidiomycetes (Lacaze, 1983; Lei, 1988) que chez les Ascomycètes 
(Yamamoto et al., 1969; Wakao et al, 1975; Rainina et al. 1979). Dans des 
ectomycorhizes, des activités phosphatasiques acides ont pu être détectées 
dans le ciment qui unit les hyphes mais pas dans la paroi fongique 
(Dexheimer et al., 1986; Lei, 1988); ces auteurs estiment cependant que 
l'activité ainsi localisée pourrait correspondre à des phosphatases pariétales. 
L'absence de localisation par voie cytoenzymologique des activités des 
phosphatases pariétales pourrait correspondre à une inactivation de ces 
enzymes lors de leur migration à travers les parois et/ou à une impossibilité 
de dépôts des précipités de phosphate de plomb liée à la composition chimi- 
que des parois fongiques (Lacaze, 1983; Mousain, 1989). Leur localisation 
par immunocytochimie confirme les résultats obtenus par Mousain (1989) 
qui, par l'analyse des différentes fractions cellulaires de mycélium de 
Pisolithus tinctorius, a montré qu'une carence en phosphate du milieu stimule 
les activités phosphasiques totales et essentiellement l’activité pariétale. 


Par immunocytochimie, des phosphatases acides excrétées sont 
également détectées. Lors de sa confrontation avec les racines de Pinus 
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sylvestris, Pisolithus tinctorius montre une excrétion polarisée et les 
phosphatases acides ne présentent aucune relation avec les fibrilles 
polysaccharidiques reliant le champignon à la surface racinaire. Dans cette 
cspèce fongique, leur activité a été mesurée par Mousain (1989) et, comme 
les activités phosphatases des autres fractions cellulaires. elle est fortement 
augmentée par une carence du milieu en phosphate. La sécrétion de telles 
enzymes dans le milieu de culture a également été constatée dans d’autres 
micro-organismes (Patni & Aaronson, 1974; Patni et al.. 1977: Nahas et al., 
1982). Les phosphatases excrélées sont essentiellement de nature 
glycoprateique (Mizunaga, 1979; Kruzel & Morawiecka, 1982: 
Schweingruber & Schweingruber, 1982}: chez Pisolithus tinctorius, celles qui 
ant ete isolées semblent l'être également (Berjaud, 1986). Ces enzymes, com- 
me loute protéine, ont une origine cyloplasmique: après leur synthèse, elles 
quittent le cytoplasme et migrent à travers la paroi pour être sécrétées à 
l'extérieur de la cellule. Cependant. à l'approche du partenaire symbiotique, 
le transfert des phosphatases est soit polarisé. soit partiellement réprimé: les 
phosphatases émises du côté de la plante-hôte sont alors bloquées au cours 
de leur migration pariétale. Hilbert & Martin (1988) ont notamment montré 
que l'établissement d'une association ectamycorhizienne entraîne des modifi- 
cations au niveau des profils polypeptidiques fongiques. Tout se passe com- 
me si des molécules “messagers” excrètées par la plante-hôte parviennent à 
induire au niveau des hyphes l'apparition de polypeptides spécifiques, l'aug- 
mentation ou la diminution d'autres polypeptides déjà présents dans le 
champignon isolé. La migration pariétale des phosphatases acides peut 
également être affectée par modification de la structure des parois fongiques 
à la suite de la confrontation des deux partenaires. La présence de la plante- 
hôte au voisinage des hyphes peut contrihuer à transformer chimiquement ct 
localement les parois. ce qui entraînerait le blocage de certains transferts. 
Chez les Levures notamment, des auteurs ont montré que des modificetions 
des conditions de cultures ont des conséquences sur la structure pariètale et, 
en particulier, sur la teneur et la structure des mannanes (Bonaly & 
Reisinger, 1971; San Blas & Cunningham, 1974a, 1974b; Touimi-Benjelloun 
& Bonaly, 1975). 
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